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Procedimiento de obtencion de hidroxitirosol a partir
de hueso de aceituna.
Se ha identicado y cuanticado hidroxitirosol en-
tre los componentes fenolicos del hueso de aceituna.
Para ello, se ha sometido el hueso a un proceso de
autohidrolisis rapida, en un reactor de autohidrolisis.
Dicho aparato consta, ademas del reactor propia-
mente dicho, de una caldera de alimentacion de va-
por de agua y de un deposito donde se expande el
material explosionado. Una vez realizado el trata-
miento al vapor, se lleva a cabo un fraccionamiento
del material explotado con el n de separar los prin-
cipales constituyentes por solubilizacion selectiva.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art 37.3.8 LP.
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DESCRIPCION
Ttulo
Procedimiento de obtencion de hidroxitirosol
a partir de hueso de aceituna.
Sector de la tecnica
La patente esta dirigida al sector de la ali-
mentacion. Se trata de un antioxidante natural
de alto valor, para ser utilizado en la conservacion
de alimentos.
Estado de la tecnica
Los huesos de aceitunas son un importante
subproducto lignocelulosico de las industrias de
elaboracion de aceitunas de mesa. Si se tiene en
cuenta que solo en Espa~na se producen al a~no
mas de 2 105 toneladas de aceitunas de mesa, de
las que el 70-75 % se utilizan como deshuesadas,
y que el hueso constituye el 20 % del peso total
de la aceituna, se pueden disponer anualmente de
25 a 30 millones de Kg. de huesos de aceitunas.
A estas cantidades se les pueden adicionar las de
huesos procedentes de los nuevos procesos de ex-
traccion de aceite de oliva, que utilizan aceitunas
deshuesadas y sin piel (Amirante, P., Baccione,
L., Bellomo, F y Di Renzo, G.C. 1987. Olivae
17:24-29), que estan siendo utilizados a nivel in-
dustrial por alguna Cooperativa andaluza.
En la literatura cientca son relativamente es-
casos los trabajos relativos al hueso de aceitunas.
Se han realizado estudios sobre su grasa (Mingo,
M. y Romero, J.M. 1953. Rev. de la Real Acad.
de Cienc. Ex. Fis. y Nat. 47: 553-585), protenas
(Fernandez Dez, M.J. 1961. Grasas y Aceites 12:
67-72), azucares, polioles y oligosacaridos (Rivas,
M. 1983. Grasas y Aceites 34:13-16), bra (Here-
dia, A., Guillen, R., Fernandez-Bola~nos, J. y Ri-
vas, M. 1987. Biomass 14: 143-148 y Heredia, A.,
Guillen, R y Pereda, J. 1988. Anales de Qumica
84: 65-69), glucosidos fenolicos (Maestro-Duran,
R., Leon-Cabello, R. Ruz-Gutierrez, V. Fiestas,
P y Vazquez-Roncero, A. 1994 Grasas y Acei-
tes 45: 332-335) y unas investigaciones recien-
tes sobre el aislamiento y caracterizacion de poli-
sacaridos (Coimbra, M.A., Waldron, K.W. y Sel-
vendran, R.R. 1995. Carbohydrate Polymers 27:
285-294).
Estos subproductos lignocelulosicos son nor-
malmente utilizados como combustible y tambien
mas recientemente, en la fabricacion de carbon
activo Gonzalez, M.T. Molina-Sabio, M. y Rodr-
guez-Reinoso, F. 1994. Carbon 32: 1407-1413).
El procedimiento de autohidrolisis rapida o \ex-
plosion al vapor", que hoy en da es reconocido
como uno de los pretratamientos mas economico
efectivos entre los distintos metodos que se utili-
zan sobre maderas duras o residuos agrcolas Du,
S.J.B y Murray, W.D. 1996. Biores. Technol. 55:
1-33 y Vlasenko, E., Yu. Dirg. H. Labavitch,
J.M. y Shoemaker, S.P. 1997. Biores. Technol,
59: 109-119), podra ser una va alternativa y
rentable para el aprovechamiento de los huesos
de aceituna. Con este pretratamiento se consigue
separar los principales compuestos de la biomasa
lignocelulosica (celulosa, hemicelulosas y lignina)
y convertirlos en sustratos utilizables.
La explosion al vapor es un procedimiento
de autohidrolisis que combina metodos fsicos y














tas temperaturas por inyeccion de vapor de agua
a presion, durante un corto periodo de tiempo
y llevarlo de nuevo a presion normal, con lo que
tiene lugar una descomprension explosiva del pro-
ducto. Algunos grupos acetilos presentes en las
hemicelulosas son hidrolizados produciendo acido
acetico que, a las elevadas temperaturas del pro-
ceso, cataliza la hidrolisis de las hemicelulosas
(autohidrolisis) para dar oligosacaridos solubles
en agua. En el transcurso del tratamiento los
enlaces lignina-hidratos de carbono, que asegu-
ran la cohesion, tambien se destruye en parte.
La lignina es parcialmente fundida y despolime-
rizada formando gotas al enfriarse, siendo facil
su posterior extraccion. Debido a la expansion
brutal del vapor en el momento de la descom-
prension el material es desbrilado y reducido a
partculas peque~nas. En estas condiciones el ma-
terial sufre modicaciones qumicas importantes
y una destructuracion fsica que facilita la poste-
rior accesibilidad de los enzimas o microorganis-
mos (Doraldson, L.A, Wong, K.K.Y. y Mackie,
K.L. 1988. Wood Sci. Technol. 22: 103-114: Cas-
tro, F.B., Hotten, P.M., Orskov, E.R. y Rebeller,
M. 1994. Biores. Technol. 50: 25-30 y Palmqvist,
E., Hahn-Ha¨gerdal, B., Szengyel, Z., Zacchi, G. y
Reczey, K. 1997. Enzyme and Microbial Technol.
20: 286-293).
El fraccionamiento que tiene lugar despues
del tratamiento al vapor, consigue separar los
tres principales polmeros del material lignoce-
lulosico. Como ya se ha indicado, la tempera-
tura y la presion del agua alteran profundamente
la cohesion nter e intrabrilar y de esta forma
son responsables del hinchamiento y accesibilidad
para los reactivos utilizados en el fraccionamiento
(Chornet, E. y Overend, R.P. 1988. \Le frac-
tionement des materies lignocellulosiques". Cen-
tre Quebecois de valorisation de la biomasse.
Quebec.). Una vez las muestras desbriladas, es
posible separarias en los principales constituyen-
tes mediante una solubilizacion selectiva.
Durante el tratamiento al vapor, la fraccion
de hemicelulosas es continuamente autohidroli-
zada y la lignina parcialmente despolimerizada,
dando azucares y compuestos fenolicos solubles
en agua. Entre los compuestos fenolicos presentes
en la fraccion acuosa de diversos materiales ligno-
celulosicos sometidos al tratamiento de explosion
al vapor (madera de alamo, residuos de ma-
zorca de maz, etc.), destacan los acidos vainllico,
sirngico, p-cumarico, ferulico, p-hidroxibenzoico,
ademas de vainillina, siringaldhedo y alcohol co-
niferlico (Ando, S., Arai, Y., Koichi, K y Hanai,
S. 1986. J. Ferment. Technol. 64: 567-570 y
Marchal, R., Ropars, M., Pourquie, J. Fayole, F.
y Vandescasteele, J. P. 1992. Biores. Technol.
42: 205-217).
Todos los acidos fenolicos citados son mono-
fenoles con cierta actividad antioxidante, siendo
este efecto superior en aquellos que poseen un
grupo de acido cinamico (grupo CH=CH-COOH)
respecto a los que tienen un grupo del acido
berizoco (grupo COOH) es decir, los acidos p-
cumarico y ferulicos son mas activos que los p-
hidroxibenzoco, vainllico y sirngico, respectiva-
mente (Wanasundara, P.K.J.P.D., Shahidi, F. y
Shukla, V.K.S. 1997. Food Rev. Int. 13: 225-
2
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292). La introduccion de un segundo grupo hi-
droxilo en posicion orto o para, incrementa nota-
blemente la actividad antioxidante de la molecula.
Los compuestos fenolicos de la pulpa de acei-
tunas han sido extensamente investigados, dado
su importancia en el procesado de los frutos (p.e.
eliminacion del sabor amargo desarrollo del color
negro etc.), siendo la oleuropena el glucosido mas
abundante, constituido por el ester heterosdico
del acido elenolico e hidroxitirisol, responsable
de su sabor amargo. Tambien estan presentes,
el ligustrosido (glucosa-acido y elenolico-trosol) y
el verbascosido (acido cafeico-glucosa-ramnosa)-
hidroxitirosol). En la semilla, los glucosidos des-
critos son semejantes a los anteriores y del tipo
ligustrosido, de los que forma parte el tirosol
en lugar del hidroxitirosol (Maestro-Duran, R.,
Leon-Cabello, R. Ruz-Gutierrez, V. Fiestas, P
y Vazquez-Roncero, A. 1994 Grasas y Aceites
45: 332-335); (Vazquez-Roncero. A., Gracian-
Constante, E. y Maestro-Duran, R. 1974. Grasas
y Aceites 25: 269-279 y Fleune A., Macheix, J.J.,
Andary. C. y Villemur. P. 1984. L. Cr. Acad.
Sci. 7: 253-256.
En el aceite de oliva ademas de varios acidos
fenolicos (acidos p-cumarico, sirngico, vainllico,
fenolico cafeco, p-hidroxibenzoico) Nergiz, C.
y Unal, K. 1991, Food Chem. 39: 237-242)
y acidos p-hidroxifenilacetico y homovainllico
(Akasbi, M., Snoeman D.W. y Saari. A. 1993.
J. Am Oil Chem. Soc. 70: 367-372), destacan a
presencia de tirosol, hidroxitirosol un isomero del
aglicon de la oleuropena y un importante numero
de esteres y glicosidos no identicados (Monte-
doro. G.F., Servili. M., Baldioli. M. y Miniati.
E. 1992. J. Agric. Food Chem. 40: 1571-1576 y
Montedoro, G.F., Servili. M., Baldioli, M., Sel-
vaggini, R., Miniati. E. y Macchion. A. 1993.
J. Agric. Food Chem. 41: 2228-2234), siendo
el o-difenol hidroxitirosol el principal responsable
de las estabilidad de los aceites que lo contiene
(Baldioli. M.. Servili. M. Perretti, G. y Mon-
tedoro, G.F. 1996. J. Am Oil Chem. Soc. 73:
1589-1593. Puede llegar a sustituir al butihidro-
xitoueno (BHT) o a su homologo el butihidroxia-
nisol (BHA), principales antioxidantes de sntesis
que se utilizan cuando se requiere que sean solu-
bles en grasa, cuyo uso ha sido regulado y res-
tringido en muchos pases. En estudios recientes
ademas, se ha demostrado que el hidroxitirosol se
comporta en aceites renados como el BHT, me-
jor que el BHA y que DL--tocoferol, a las con-
centraciones permitidas (Le Tutour. B. y Gue-
con. D. 1992. Phytochem. 31: 1173-1177 y Pat.
espa~nola (Universidad de Granada) ES-2051238).
Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion
La novedad de esta invencion reside en que
por primera vez se descubre, identica y cuanti-
ca hidroxitirosol en el hueso de aceituna, no en-
contrandose dicho compuesto en otros materiales
lignocelulosicos segun se desprende de la litera-
tura cientca. Es igualmente novedoso el utilizar
un sistema de autohidrolisis rapida para desestru-
cturar el hueso y permitir la obtencion de hidro-
xitirosol, antioxidante natural de notable valor en














Descripcion detallada de la invencion
Se ha identicado y cuanticado hidroxitirosol
entre los componentes fenolicos del hueso de acei-
tuna. Este compuesto no esta descrito en ningun
otro material lignocelulosico.
Para ello, se ha sometido el hueso a un pro-
ceso de autohidrolisis rapida, en un reactor de
autohidrolisis. Dicho aparato consta, ademas del
reactor propiamente dicho, de una caldera de ali-
mentacion de vapor de agua y de un deposito
donde se expande el material explosionado. Para
lograr una mayor efectividad, el hueso sin tritu-
rar se impregna previamente con acido sulfurico
diluido, se introduce en el reactor y se somete a al-
tas temperaturas por inyeccion de vapor de agua
a presion, durante un corto periodo de tiempo
y se lleva de nuevo a presion normal, con lo que
ocurre una descompresion explosiva. Los tiempos
de residencia se situan en torno a 2 minutos y la
temperatura oscila entre 200 y 235C.
Una vez realizado el tratamiento al vapor, se
lleva a cabo un fraccionamiento del material ex-
plotado con el n de separar los principales cons-
tituyentes por solubilizacion selectiva, segun se
indica en el esquema de la gura 1. Como re-
sultado de la explosion se obtiene una fraccion
insoluble (fundamentalmente lignina y celulosa)
y otra soluble que contiene la mayor parte de las
hemicelulosas y fenoles de bajo peso molecular,
procedentes fundamentalmente de la despolime-
rizacion de la lignina (vainillina, acidos sirngico
y vainllico, etc.).
Los fenoles se extraen con acetato de etilo a
partir de la fraccion soluble. Entre los identi-
cados en el extracto se ha encontrado el hidroxi-
tirosol. Dicha identicacion se lleva a cabo -tras
su separacion por HPLC- por especroscopa de
UV, comparando los tiempos de retencion y los
espectros de absorcion (200-400 nm) con patrones
conocidos. La posterior cuanticacion se realiza
respecto a una curva patron de hidroxitirosol. De
esta forma se ha llegado a un rendimiento supe-
rior al 0.1 %.
La obtencion en estado puro, podra hacerse
por algunos de los procedimientos usuales des-
critos en la bibliografa, tales como HPLC pre-
parativa, extraccion lquido-lquido en contraco-
rriente, etc.
El aumento de hidroxitirosol obtenido a par-
tir del hueso de aceituna, a medida que se in-
crementan las condiciones de severidad del trata-
miento de autohidrolisis (aumento a la tempera-
tura, tiempo de residencia en el reactor o utili-
zacion de un catalizador, por impregnacion con
acido diluido), sugiere que este compuesto esta
formando parte de la propia estructura del hueso,
y que se necesitan tratamientos muy severos para
poder solubilizarlo.
El alto valor del hidroxitirosol justica de por
s el empleo de la autohidrolisis, aunque lleva so-
brea~nadido el aprovechamiento de los restantes
productos obtenidos en el proceso (manitol, he-
micelulosas muy ricas en xilosa, celulosa micro-
cristalina, lignina, etc), algunos de ellos objeto de
otra patente.
3
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Explicacion detallada
Figura 1: Esquema de fraccionamiento de
hueso de aceitunas tras la explosion al vapor,
donde A=Hueso de aceitunas; 1=Explosion al va-
por, 2=Fraccion soluble; 3=Fraccion insoluble;
4=Solucion acuosa; 5=Residuo; 6=Acetato de
Etilo; 7=Hemicelulosas; B=Fenoles
Ejemplo de realizacion de la invencion
a) Proceso y condiciones de la autohidroli-
sis.
A 100 g de hueso seco se a~naden 2 L de
una solucion al 0,1 % de H2SO4, se eli-
mina el aire mediante vacio y se mantie-
nen en contacto 1 hora, se ltran y lavan
con agua hasta eliminar los restos de acido.
La muestra se introduce en el reactor, se
programan tiempo y temperatura (2 min.,
220 a 236C), y se realiza la explosion por
inyeccion de vapor de agua a presion, se-














coge el material desbrilado del deposito
de expansion, con ayuda de la menor can-
tidad posible de agua. Se obtienen as
una fraccion soluble y otra insoluble. Esta
ultima se extrae con agua (3 x 500 mL),
a 60C, durante 30 min., y los ltrados se
unen a la fraccion soluble.
b) Identicacion y cuanticacion de hidro-
xirosol
La fraccion soluble, que contiene la mayor
parte de hemicelulosas y los fenoles de bajo
peso molecular, se trata con acetato de etilo,
a reflujo en un extractor lquido-lquido, du-
rante 5 horas, para extraer los fenoles. A
partir de este extracto, se identican por
HPLC los fenoles constituyentes. El ma-
yoritario es el hidroxitirosol, cuya cantidad
aumenta con la severidad del tratamiento,
llegandose a cuanticar 105 mg/100 g de
huesos de aceitunas.
4
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol a partir de huesos de aceituna, caracterizado
porque el hueso de aceituna se somete a un pro-
ceso de autohidrolisis en un reactor que ademas
del reactor propiamente dicho consta de una cal-
dera de alimentacion de vapor de agua y de un
deposito donde se expande el material explosio-
nado.
2. Procedimiento segun reivindicacion 1 ca-
racterizado porque el hueso de la aceituna, sin














luido, previamente a su introduccion en el reactor
y se le somete a altas temperaturas del orden de
200 a 235C, durante un corto periodo de tiempo
en torno a los 2 minutos y se lleva de nuevo a
presion normal de manera que ocurra una des-
compresion explosiva.
3. Procedimiento segun reivindicaciones 1 y
2 caracterizado porque despues de realizado el
tratamiento al vapor se lleva a cabo en fraccio-
namiento del material explotado para separar los
principales constituyentes por solubilizacion se-
lectiva, entre ellos el hidroxitirosol.
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